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1 UVOD                      
Pri bioloških raziskavah, ki potekajo in vitro z uporabo celičnih kultur je izredno pomembno, 
da se sprotno preverja celična funkcionalnost in celično zdravje. Testi, izvedeni za preverjanje 
celične viabilnosti in vitalnosti določajo vpliv testnih molekul na celično proliferacijo ali pa 
spremljajo morebitne citotoksične učinke, ki bi lahko vodili v celično smrt (Riss in sod., 
2013). S pojmom celična viabilnost je opredeljen delež živih oziroma metabolno aktivnih 
celic napram vsem celicam v vzorcu. Ne glede na tip uporabljenega testa, je pri raziskavah 
pomembno vedeti kolikšen delež celic je živ na koncu gojenja. Pri tem se je potrebno 
zavedati, da nekateri testi razvrstijo celice, ki niso zmožne proliferacije pod mrtve. Zato se je 
pred izvedbo potrebno pravilno odločiti, s katerim testom se preverja določene parametre, da 
ne dobimo lažnih oziroma zavajajočih rezultatov.  
 
Stopnja celične viabilnosti in/ali proliferacije je dokaj dober indikator celičnega zdravja. 
Fizikalna in kemijska sredstva lahko vplivajo na delovanje in metabolizem celic. Preko 
različnih mehanizmov, kot so uničenje celične membrane, preprečevanje sinteze proteinov, 
nereverzibilno vezanje na receptorje ali inhibicija encimskih reakcij (Ishiyama in sod., 1996), 
lahko povzročijo citotoksične učinke ali vodijo v celično smrt. Za določanje stopnje celične 
smrti, ki jo povzročajo taka sredstva, so potrebni preprosti, zanesljivi in ponovljivi testi 
celičnega zdravja.  
 
S testi celične vitalnosti lahko spremljamo širok spekter parametrov. Encimsko in metabolno 
aktivnost, sposobnost sinteze DNA in celične proliferacije, membranski potencial, vpliv 
oksidativnega stresa, citotoksičnost ter tudi vsebnost določenih funkcionalnih molekul, 
izražanje funkcionalnih genov in sintezo proteinov, signalne celične poti, funkcionalnost 
organelov in nenavsezadnje tudi apoptozo. Nekateri testi, ki so pogosto v uporabi, imajo 
dobro optimizirane protokole. To so navadno testi, s katerimi preverjamo nespecifične 
parametre vitalnosti, ki niso odvisni od tipa testiranih celic (Riss in sod., 2013). 
 
Metode lahko klasificiramo z načinom izvajanja meritev, ne glede na to kateri specifični 
reagenti oziroma označevalci so uporabljeni. Prvi tip so testi izključitve barvil, ki temeljijo na 
integriteti in permeabilnosti celične membrane. Drugi tip so kolorimetrični testi, kjer se 
reagenti pretvorijo v obarvan produkt. Tretji tip so fluorometrični testi, pri katerih detektiramo 
fluorescenco označevalcev. Četri tip pa so luminometrični testi, kjer se meri luminiscenco 
(Aslantürk, 2018). 
 
In vitro testi celičnega zdravja imajo prednost v tem, da so hitri, njihovi stroški so nizki in 
imajo potencial za avtomatizacijo, prav tako pa so v medicinske ali farmacevtske namene 
včasih bolj relevantni testi na človeških celičnih linijah kot pa in vivo testi na živalih. 
Pomanjkljivost in vitro testov pa je, da niso dovolj, da bi z njimi nadomestili testiranja na 
živih organizmih (Scopes, 2002). 
 
Obstajajo testi za spremljanje mikrobnih celic, evkariontskih celic ali obeh. V tem 
diplomskem delu so zajete le metode za testiranje mikrobnih in živalskih celic. Izvzete so 
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metode za spremljanje izražanja genov in sinteze proteinov ter metode za spremljanje celične 
apoptoze. V nadaljevanju je opravljen pregled parametrov celične viabilnosti in vitalnosti in 
najpogosteje uporabljenih testov za spremljanje celičnega zdravja. 
2 PARAMETRI CELIČNEGA ZDRAVJA 
2.1 MEMBRANSKA PERMEABILNOST 
Ena ključnih lastnosti živih celic je funkcionalna celična membrana. Predstavlja mejo med 
notranjostjo celice in zunanjim okoljem ter vzpostavlja stik za zaznavanje okoljskih 
parametrov in omogoča komunikacijo z bližnjimi celicami. Celične membrane so sestavljene 
iz lipidov in proteinov, ki so konstantno v postopku eksocitoze in endocitoze. Medtem ko 
lahko majhne molekule zmerne polarnosti difundirajo skozi membrano pasivno, so za prenos 
večine metabolitov in kratkih peptidov potrebni posebni transporterji za translokacijo (Yang 
in Hinner, 2015). 
 
Značilnost mrtvih in umirajočih celic je razpad celične in jedrne membrane. Mnogo testov za 
preverjanje viabilnosti se poslužuje te značilnosti za ločevanje med živimi in neživimi 
celicami (Yang in Hinner, 2015). 
2.2 MEMBRANSKI POTENCIAL 
V celičnih membranah spremenljiva lipidna sestava vpliva na elektrostatske interakcije med 
snovmi v okolju in membrano samo. Dodatno, te interakcije inducirajo spremembe fizikalnih 
lastnosti celične membrane, kot je membransko pakiranje v endocitozne vezikle (Aminipour 
in sod., 2020).  
 
Vse žive celice vzdržujejo električni potencial med -10 mV in -100 mV na celični membrani, 
ki ga žene ionski gradient. Ta mirovni membranski potencial je ključen za celično 
proliferacijo in diferenciacijo. Ne-proliferajoče celice, kot so nevroni, so hiperpolarizirani, z 
bolj negativnim membranskim potencialom. Aktivno proliferajoče celice, kot so 
nediferencirane matične celice, so depolarizirane in njihov membranski potencial je blizu 0 
mV. Membranski potencial je povezan s tkivno regeneracijo. Depolarizacija vzdržuje 
plastičnost matičnih celic in hiperpolarizacija vodi v diferenciacijo (Jayaram in sod., 2017). 
2.3 ENCIMSKA AKTIVNOST CELIC 
Encimsko aktivnost se meri in vitro, pod pogoji, ki pogosto niso enaki pogojem in vivo. Cilj 
spremljanja encimske aktivnosti je po navadi določiti količino prisotnega encima pod 
ustvarjenimi pogoji. Ti so pH, količina substrata in temperatura. Faktorji, ki v organizmih 
vplivajo na delovanje encimov vključujejo koncentracije substratov, pH, ionsko jakost in 
naravno prisotnih soli ter temperaturo. Aktivnost se meri kot začetno stopnjo porabe substrata 
ko ni prisotnih nobenih produktov (Scopes, 2002). 
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Encimi imajo poglavitno vlogo pri vodenju biokemijskih reakcij, ki se stalno odvijajo v 
celicah. Kot biokatalizatorji vodijo reakcije, ki so ključne za funkcionalnost organizmov. S 
spremljanjem aktivnosti encimov lahko sklepamo na fiziološko stanje celic. Merjenje 
encimske aktivnosti je izjemno priročno orodje za spremljanje celične vitalnosti (Aslantürk, 
2018). 
2.4 METABOLNA AKTIVNOST CELIC 
Celični metabolizem je skupek kemijskih reakcij, ki nenehoma potekajo v organizmih, da jih 
ohranijo pri življenju. Celični metabolizem zajema kompleksne sekvence nadzorovanih 
biokemijskih reakcij, bolje poznanih pod imenom metabolne poti. Ti procesi omogočajo 
organizmom da rastejo in se razmnožujejo, da ohranjajo svojo strukturo ter da se odzivajo na 
spremembe v okolju (Aslantürk, 2018). 
 
Metabolno aktivnost se lahko spremlja preko več različnih vej metabolizma. Obstajajo testi za 
spremljanje metabolizma lipidov, sladkorjev, aminokislin, koencimov in kofaktorjev ter 
intermediarnega metabolizma (vključno z glikolizo in ciklom citronske kisline). Največ so v 
uporabi testi za spremljanje količine ATP, ki je glavno energetsko vodilo večih pomembnih 
metabolnih poti (Aslantürk, 2018). 
2.5 DNA SINTEZA IN CELIČNA PROLIFERACIJA 
Sinteza DNA je del procesa celične delitve. Za ohranitev vsega dednega materiala v 
hčerinskih celicah je potrebna podvojitev celične DNA. Pri sintezi je vpletenih več 
biokemijskih reakcij, katerih potek odraža fiziološko stanje celic. Prisotnost ali odsotnost 
določenih komponent pokaže tudi to, v katerem delu celičnega cikla je celica (Banks in sod., 
2010). 
 
Celična proliferacija je proces večanja števila celic zaradi celičnih delitev. Je kompleksen, 
natančno kontroliran in dobro opredeljen postopek. Mehanizmi celične proliferacije so 
kritični za rast oziroma ohranjanje celičnih kultur. Celična proliferacija je regulirana z 
vstopom v celični cikel. Proces celične delitve spremlja prilagojen metabolni odziv (Banks in 
sod., 2010). 
2.6 OKSIDATIVNI STRES 
Oksidativni stres povzroča prisotnost kateregakoli tipa reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. 
reactive oxygen species, ROS), za katerega celica nima protiuteži. Rezultat je poškodba ene 
ali večih biomolekul, vključno z DNA, RNA, proteini in lipidi. Oksidativni stres je vpleten 
tako pri naravnem procesu staranja kot pri mnogih bolezenskih stanjih: neoplastičnih - 
hematološki in solidni tumor, presnovnih - debelost in diabetes ter nevroloških - 
Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen (Katerji in sod., 2019). 
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Prisotnost oksidativnega stresa se lahko testira na tri načine: 1) direktno merjenje ROS, 2) 
merjenje posledične škode nastale na biomolekulah, in 3) detekcija nivoja antioksidantov. 
Direktno merjenje ROS se morda zdi najboljša metoda, vendar so mnoge ROS izjemno 
nestabilne in zahtevne za neposredno merjenje. Zaradi tega mnogi preferirajo merjenje nastale 
škode na proteinih, DNA, RNA, lipidih ali ostalih biomolekulah. To je sicer posredni pristop, 
ker pa je veliko označevalcev izjemno stabilnih zagotavljajo bolj zanesljivo metodo določanja 
nivoja oksidativnega stresa. Drugačen pristop je še merjenje nivoja antioksidantnih encimov 
in drugih redoks molekul, ki služijo kot protiutež ROS generiranih v celici. Obstajajo testi, ki 
merijo aktivnost specifičnih antioksidantnih encimov kot sta katalaza in superoksid-dismutaza 
(Katerji in sod., 2019). 
3 CELIČNA VIABILNOST 
Določanje celične viabilnosti je ena najpogosteje uporabljenih metod pri analizi cito- ali 
genotoksičnosti pod vplivom različnih kemijskih, fizičnih ali okoljskih faktorjev. Analiza 
parametra viabilnosti je izredno pomembna tudi pri industrijskih procesih, kjer se uporabljajo 
mikroorganizmi. Celična viabilnost je definirana kot odstotek živih celic v celotni populaciji 
(Aslantürk, 2018). 
 
Celična viabilnost [%] =  ∙ 100                                                                     …(1) 
 
Metode za določanje viabilnosti lahko temeljijo na sposobnosti celic za rast na trdnem ali 
tekočem gojišču. Ena izmed pogosteje uporabljenih metod je analiza števila nastalih 
kolonijskih enot (angl. colony forming units, CFU). Obstajajo tudi drugi testi, kot so na 
primer točkovno nanašanje na mikromrežah, merjenje rasti cone inhibicije in kultivacija na 
tekočem gojišču. Prednosti teh metod sta preprosta uporaba in nizki stroški, slabost pa je 
dolgotrajno čakanje na rezultate. Pri teh testih je pomembno vedeti tudi to, da čeprav 
omogočajo oceno stopnje inhibicije rasti celic, ne pokažejo števila viabilnih celic oziroma 
celic, ki nimajo zmožnosti reproduciranja (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014). 
 
Drugi tip metod za določanje viabilnosti so testi barvanja celic. Uporabljajo se kolorimetrična 
in fluorescentna barvila. Mehanizem delovanja teh barvil je odvisen od lastnosti celične 
membrane. Celična membrana ločuje notranjost celice od okolja, kar pomeni, da poškodbe na 
membrani večinoma vodijo v celično smrt. Barvanja, ki se uporabljajo za oceno celične 
viabilnosti lahko ločimo v dve manjši kategoriji (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014).  
 
Prva so barvila, ki so odvisna od sprememb v integriteti in funkcionalnosti membrane. 
Nekatera barvila so ob fiziološkem pH v anionskem stanju in ne vstopajo v žive celice zaradi 
negativnega naboja na membrani. Prehod jim onemogoča nepoškodovana celična membrana 
živih celic, medtem ko se mrtve ali poškodovane celice obarvajo (jedra ali citoplazma). 
Prisotnost takih barvil v celici torej pokaže poškodbo celične membrane ali celično smrt. 
Primeri takih barvil sta fluorescentni barvili, ki se vežeta na DNA propidijev jodid in etidijev 
bromid, ter kolorimetrični barvili tripan modro in eritrozin B. Druga kategorija so barvila, ki 
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vstopajo tako v žive kot tudi v mrtve celice. Žive celice imajo sposobnost, da izčrpajo barvilo 
ali ga reducirajo in ostanejo neobarvane. Mrtve celice pa teh sposobnosti nimajo in se 
obarvajo. Rdeče obarvanje omogoča barvilo floksin B, modro pa metilensko modrilo. Te 
metode omogočajo hitre in objektivne rezultate. Možno je tudi opazovanje posameznih celic, 
razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami ter spremljanje deleža obeh v celotni populaciji 
(Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014).  
 
V mnogih primerih toksični učinki kemijskih ali fizičnih faktorjev ne vodijo direktno v 
celično smrt. Povzročajo lahko številne morfološke, intracelularne ali metabolne spremembe, 
ki vodijo v nezmožnost delitve celic, same celice pa ostanejo žive. Ta vidik spremenjenega 
delovanja predstavlja celično vitalnost, ki je definirana s fiziološkimi sposobnostmi celic 
(Riss in sod., 2013). 
3.1 METODE S ŠTETJEM KOLONIJSKIH ENOT 
Ocena števila kolonijskih enot z redčenjem in nanašanjem celične suspenzije na plošče z 
gojiščem je najbolj splošno uporabljena metoda za spremljanje kultivabilnih bakterij in 
kvasovk. Metode, ki temeljijo na gojenju so preproste v izvedbi, vendar so še vedno izjemno 
pomembne za aplikacije na področju bakteriologije. To dejstvo drži navkljub pojavu novih 
molekularnih tehnik, kot so fluorescenčna in situ hibridizacija, kvantitativni PCR v realnem 
času in pretočna citometrija. Te tehnike omogočajo natančno določanje metabolno aktivnih 
celic, zahtevajo pa več spretnosti in opreme. Nadalje, z metodami, ki temeljijo na CFU, 
pridobimo informacije o kultivabilnih populacijah v mikrobni združbi. Štetje CFU v 
biotehnologiji predstavlja tudi orodja za gensko kloniranje, nadzor gensko modificiranih 
organizmov, oceno učinkov bioremediacije, testiranje novih protimikrobnih sredstev in drugih 
tehnik poleg tega pa služi kot standard pri molekularnem raziskovanju. Pri štetju CFU, je 
pomembno da se na gojitveno ploščo nanese primerne redčitve, saj se samo plošče na katerih 
je med 30 in 300 kolonij smatrajo za števne (Thomas in sod., 2015). 
 
Največkrat se uporablja izračun CFU/mL, pri čemer moramo upoštevati število kolonij, 
volumen inokuluma na gojišču in redčitveni faktor inokuluma. 
 
CFU/mL =                                                                              ...(2) 
 
Test s točkovnim nanašanjem se pogosto uporablja za preverjanje rasti bakterij in kvasovk na 
različnih gojiščih. Po navadi se nanaša celice na mikroplošče s 96 luknjicami ali mikromreže. 
Dodaten primer uporabe točkovnega nanašanja so visokozmogljive metode za določanje 
proteinskih interakcij (Thomas in sod., 2015). Metoda točkovnega nanašanja omogoča 
opazovanje samo tistih celic v populaciji, ki imajo sposobnost razmnoževanja. S to metodo 
dobimo kvalitativne-semikvantitativne rezultate. Zaradi tega se ta presejalna metoda uporablja 
v primarnih analizah za izbiro primerne koncentracije preučevanih testnih spojin (Kwolek-
Mirek in Zadrag-Tecza, 2014). 
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3.2 TESTI MEMBRANSKE PERMEABILNOSTI 
3.2.1 Tripan modro 
Tripan modro je barvilo, ki se uporablja za kvantifikacijo živih celic tako, da obarva izključno 
le mrtve celice. Žive celice imajo intaktno celično membrano, ki ni prehodna za tripan modro, 
zato ta ne more prehajati v citoplazmo. Pri mrtvih celicah tripan modro prehaja skozi porozno 
membrano in obarva citoplazmo. Pod mikroskopsko analizo so vidno obarvane le mrtve 
celice (Altman in sod., 1993). 
 
Test z barvilom tripan modro je najpogosteje uporabljen test za določanje celične viabilnosti. 
Uporabnost tega testa pa je dokaj omejena, saj se število modro obarvanih celic povečuje s 
časom izpostavitve barvilu. Zato je nujno, da se celice prešteje od 3 do 5 minut po dodatku 
barvila. Dodatno je za tripan modro dokaj značilno precenjevanje celične viabilnosti, 
podajanje nenatančnih rezultatov po tretiranju celic s tripsinom, EDTA ali strganju 
adherentnih celic ter izkločanje iz tako živih kot tudi senescenčnih in mrtvih celic v gojišču, 
ki vsebuje serumske proteine. Veliko študij kaže, da so fluorescenčna barvila natančnejši in 
zanesljivejši indikatorji celične viabilnosti (Altman in sod., 1993). 
3.2.2 Rast v prisotnosti floksina B 
Floksin B je rdeče barvilo in derivat fluoresceina, uporablja pa se kot aditiv v živilski, 
farmacevtski in kozmetični industriji. Pri izvajanju testov viabilnosti kvasovk se ga 
razredčenega dodaja v gojišče. Na žive celice nima vpliva, v mrtvih celicah pa se citosolni 
elementi obarvajo. Žive in mrtve celice lahko preprosto ločimo, saj so mrtve celice obarvane 
rodeče (Noda, 2008). Metabolno aktivne celice so ga sposobne izčrpati in ostanejo 
neobarvane, mrtve celice pa se obarvajo rdeče. Uporaba tega barvila in opazovanje pod 
svtlobnim mikroskopom omogoča identifikacijo in razlikovanje med živimi celicami 
zmožnimi reprodukcije, živimi vendar nezmožnimi reprodukcije in mrtvimi celicami. Celice, 
ki so žive vendar se niso zmožne deliti, so velikokrat zmotno smatrane kot mrtve celice 
(Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014).  
 
Čeprav ta metoda ni kvantitativna, je njena glavna prednost pred CFU metodo ta, da je 
preprosta in hitra, omogoča določanje mrtvih celic in štetje le-teh ter ločevanje živih celic 
zmožnih in nezmožnih reprodukcije (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014).  
3.2.3 Barvanje z metilenskim modrilom 
Metilensko modrilo je barvilo, ki vdre v vsako celico. Žive celice ga encimsko reducirajo na 
brezbarvni produkt in ostanejo neobarvane, mrtve celice pa se obarvajo modro. Pomembno je 
tudi dejstvo, da daljši čas izpostavljenosti lahko prikaže lažno pozitivne rezultate zaradi 
toksičnosti barvila (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014). 
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Metilensko modrilo se razlikuje od nekaterih drugih barvil za določanje viabilnosti celic po 
tem, da se opira na sposobnost viabilnih celic za encimsko reduciranje barvila v brezbarvno 
snov. Ta proces še ni natančno raziskan, je pa možno, da lahko transmembranske reduktaze 
reducirajo modro barvilo v brezbarvno obliko, ki je zmožna vstopati v žive celice. Obstaja 
tudi verjetnost, da zaradi pozitivnega naboja metilenskega modrila v oksidiranem (modrem) 
stanju ta ne prehaja membran živih celic, vstopa pa v mrtve (Webb in sod., 2019). 
3.2.4 Barvanje s propidijevim jodidom in fluorescein diacetatom 
Propidijev jodid (PI) vdre samo v mrtve celice, fluorescein diacetat (FDA) pa pasivno pasivno 
prehaja skozi celično membrano vseh celic. FDA znotraj celične esteraze hidrolizirajo do 
fluoresceina. To dvojno barvanje omogoča ločevanje mrtvih, PI-pozitivnih rdeče obarvanih 
celic od živih, FDA-pozitivnih zeleno obarvanih celic (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 
2014).  
 
Za detekcijo encimske aktivnosti in integritete celične membrane se uporablja več vrst 
fluoresceinov, najpogosteje fluorescein diacetat in propidijev jodid. FDA je nepolarna, 
hidrofobna in nefluorescenčna spojina, ki lahko prehaja celično membrano. V notranjosti 
celic jo nespecifične esteraze hidrolizirajo, produkt pa je fluorescein. Povprečje fluorescenčne 
intenzitete na celico iz FDA pretvorjenega v fluorecsein se uporablja za določanje stopnje 
hidrolize oziroma encimsko aktivnost esteraze. PI je fluorescenčno barvilo, ki ni zmožno 
prehoda prek celične membrane. Združi se lahko samo z DNA mrtvih celic ali celic, ki imajo 
poškodovano membrano. Zaradi te lastnosti se uporablja kot indikator mrtvih celic. Pri tej 
metodi se celice z intaktno membrano obarvajo zeleno zaradi FDA, celice s poškodovano 
membrano pa rdeče zaradi PI. Poleg ločevanja med živimi in mrtvimi celicami pa obarvanje s 
FDA kaže tudi na aktivno esterazo. Celice z nepoškodovano membrano in neaktivno esterazo 
se ne morejo obarvati s FDA ali PI (Xiao in sod., 2011). 
4 CELIČNA VITALNOST 
Metode za določanje celične vitalnosti temeljijo na študijah različnih aspektov fiziološkega 
stanja celic. Te metode se lahko delijo v tri kategorije. Prva je določanje vsebnosti celičnega 
ATP (reakcija z luciferinom), druga je določanje mitohondrijskega membranskega potenciala 
(barvanje z rodaminom 123 ali rodaminom B), tretja pa je določanje encimske aktivnosti, na 
primer esteraze (barvanje s fluorescein diacetatom), oksidoreduktaze (barvanje s 
tetrazolijevimi solmi: MTT, XTT, WST-8) ali drugi redoks encimi (barvanje z resazurinom). 
S temi metodami lahko ločimo med živimi (metabolno aktivnimi) celicami, oslabljenimi in 
mrtvimi celicami. Za izpeljavo testov z navedenimi metodami je potrebna napredna oprema, 
vendar z njimi pridobimo zelo objektivne in merljive rezultate. Omogočajo natančno 
karakterizacijo metabolnega stanja celic in zagotavljajo boljšo osnovo za sklepanje o 
mehanizmu delovanja preučevanih faktorjev (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014).  
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Pri testiranju celične vitalnosti gre za detekcijo viabilnosti in stanja določenega parametra, ki 
odraža celično vitalnost. Vse vitalne celice so žive, zato je neizogibno, da so testi celične 
vitalnosti hkrati tudi testi viabilnosti. Celična vitalnost odraža živost celic in njihovo 
fiziološko stanje, medtem ko celična viabilnost pove samo to, ali so celice žive ali mrtve.  
4.1 ENCIMSKA AKTIVNOST 
4.1.1 Testi s tetrazolijevimi solmi  
Veliko testov celične proliferacije in vitalnosti je zasnovanih na osnovi redukcije brezbarvnih 
tetrazolijevih soli v obarvane formazane. Kolorimetrični testi temeljijo na ekstrakciji biološko 
formiranega nevodotopnega formazana z organskimi topili, čemur sledijo meritve s 
spektrofotometrom ali mikrotiterskim čitalcem. Pri takih testih je lažje in hitreje uporabljati 
sulfonirane tetrazolijeve soli, saj formirajo vodotopne formazanske produkte, ki jih ni 
potrebno dodatno raztapljati (Roehm in sod., 1991). 
 
Tetrazolijeve soli se uporabljajo za detekcijo dehidrogenazne aktivnosti. Protoni, generirani z 
dehidrogenazno katalizirano oksidacijo substratov, se prenašajo z ustreznimi koencimi. Pri 
tetrazolijevih soleh reduciran koencim reducira elektronske prenašalce, kot je fenazin 
metosulfat (angl. phenazine methosulfate, PMS), ki v zameno prenesejo elektrone do 
tetrazolijeve soli kot končnega prejemnika, kar vodi v nastanek nevodotopnega formazana 
(Sieuwerts in sod., 1995). 
 
Vitalne celice so sposobne reducirati rumeno obarvan vodotopen 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT) v vijolično obarvan nevodotopen formazanski produkt. 
Količina nastalega formazanskega produkta se določa spektrofotometrično po raztapljanju 
formazanskih kristalov v dimetil sulfoksidu. Rezultat je sorazmeren z metabolno aktivnostjo 
in številom celic v testnem vzorcu. Na metabolno aktivnost lahko sklepamo zato, ker MTT za 
redukcijo potrebuje NADH, to pa zahteva funkcionalne mitohondrije. Test z MTT se 
uporablja za opazovanje rasti celic pod vplivom hormonov in rastnih faktorjev, oceno 
citostatičnosti in citotoksičnosti, oceno kemosenzibilnosti in radiosenzibilnosti, merjenje 
klonogenosti, količinsko določanje rastnih faktorjev, detekcijo mikrobne aktivnosti ter 
določanje IC50 vrednosti in celične viabilnosti (Sieuwerts in sod., 1995). 
 
 
Slika 1: Reakcija pretvorbe MTT v formazan (prirejeno po Riss in sod., 2013) 
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V primerjavi z alternativnimi metodami je test MTT preprostejši in porabi manj časa, 
omogoča pa tudi semiavtomatsko merjenje z uporabo mikrotitrskih plošč in fotometričnih 
čitalcev. Dobri rezultati teh testov se pripisujejo pozitivnemu naboju in lipofilnim lastnostim 
MTT, ki signifikantno olajšajo vstop v celico. Rumeno obarvan MTT reducirajo 
dehidrogenaze in drugi reducenti, prisotni v metabolno aktivnih celicah. Nastane vijolično 
obarvan nevodotopen formazanski produkt. Po redukciji se odstrani gojišče, formazanske 
produkte pa se izolira, raztopi v organskem topilu in kolorimetrično ovrednoti (Sieuwerts in 
sod., 1995).  
 
Sprva je bilo mišljeno, da encimska redukcija poteka v mitohondrijih zaradi mitohondrijske 
dehidrogenazne aktivnosti. Zmotno se je torej predvidevalo, da je redukcija MTT pokazatelj 
mitohondrijske aktivnosti. Nove raziskave so pokazale, da redukcijo izvajajo večinoma 
NAD(P)H in glikolitični encimi endoplazmatskega retikuluma (Berridge in sod., 2005). 
 
Formazani, pridobljeni iz MTT ali drugih nesulfoniranih spojin, so lipofilni in topni le v 
organskih topilih in oljih. Zato se za teste raje uporabljajo sulfonirani derivati, ki so topni v 
vodi (Ishiyama in sod., 1996). 
  
Sulfonirane tetrazolijeve soli, kot so 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolijev-5-
karboksanilid (XTT) in vodotopne tetrazolijeve soli (angl. water-soluble tetrazolium salts, 
WSTs) uvrščamo v drugo generacijo tetrazolijevih soli. Celični sprejem teh soli je manjši 
zaradi njihovega hidrofilnega značaja. Prav tako se ne reducirajo tako zlahka kot se MTT. 
Tudi sami mehanizmi redukcije so dokaj drugačni od nesulfoniranih tetrazolijevih soli. 
Sulfonirane soli se poslužujejo intermediatnih elektronskih akceptorjev, kot sta PMS in 
menadion, in producirajo vodotopne formazane. V primerjavi z MTT imajo sulfonirane 
tetrazolijeve soli to prednost, da se pri izvajanju testov ne tvorijo ekstracelularni formazanski 
kristali. Količina sulfoniranega formazana, ki se izloči v gojišče se kolorimetrično detektira in 
je sorazmerna s številom vitalnih celic (Ishiyama in sod., 1996). 
 
Kolorimetrične teste s tetrazolijevimi solmi se uporablja za testiranje encimske aktivnosti 
sesalskih celičnih kultur, protozojev in mikroorganizmov, vendar so za prokarionte nekateri 
derivati toksični (Roehm in sod., 1991). 
 
Kolorimetrični testi celične viabilnosti, aktivacije in proliferacije, ki temeljijo na uporabi 
MTT, so se izkazali za zelo uporabne. Največja pomanjkljivost te metode je netopnost 
formazanskega produkta reduciranega MTT. Nadomesti se ga lahko z uporabo XTT. Pri tej 
soli po redukciji nastane obarvan produkt, ki je vodotopen. Pod optimalnimi pogoji XTT nudi 
visoko stopnjo občutljivosti, hkrati pa se prihranijo stroški, čas in delo, ki bi ga sicer 
potrebovali za raztapljanje obarvanih produktov (Roehm in sod., 1991). 
  
Tudi WST-1 producira zelo vodotopno formazansko barvilo v prisotnosti NADH in 
elektronskega mediatorja. Prednost WST-1 pred drugimi tetrazolijevimi solmi je njegova 
stabilnost v raztopinah in izjemno nizka citotoksičnost. Pri testih pomaga določiti polovične 
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maksimalne inhibitorne koncentracije (IC50) snovi, s katerimi tretiramo celice (Ishiyama in 
sod., 1996). Uporablja se ga pri testih celične viabilnosti, citotoksičnosti in meritvah 
produkcije superoksidov preko superoksid dismutaz (SOD). Razvite so spektrofotometrične 
metode za določanje SOD aktivnosti v celičnih in tkivnih kulturah (Peskin in Winterbourn, 
2000). 
 
WST-8 je zelo vodotopna tetrazolijeva sol. V primerjavi z drugimi tetrazolijevimi solmi 
(MTT in XTT) so testi z WST-8 najbolj občutljivi. Z njimi se ocenjuje mitohondrijska 
sposobnost redukcije WST-8 v vodotopno tetrazolijevo sol. Celično viabilnost se preračuna iz  
razmerja absorbance tretiranih celic in absorbance kontrolnih celic, izrazi pa se jo v odstotkih 
(Tahara in sod., 2017). 
4.1.2 LDH test 
Test z laktat dehidrogenazo (LDH) je kolorimetrična metoda kvantitativnega določanja 
encimske aktivnosti. Aktivnost LDH se določa posredno preko oksidacije NADH ali 
redukcije 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolijev klorida (INT). LDH je encim, ki 
se navadno nahaja v citoplazmi. Ko se zmanjša celična viabilnost in celična membrana 
postane bolj porozna, se LDH sprosti iz celic v gojišče. Izguba intracelularnega LDH in 
sproščanje v gojišče je indikator celične smrti zaradi poškodb na membrani. Test temelji na 
pretvorbi laktata v piruvat in hkratni redukciji NAD (Fotakis in Timbrell, 2006). Sproščeni 
LDH se lahko meri s pomočjo encimske reakcije z dehidrogenazo, kjer se INT reducira v 
rdeče obarvan formazan. V prvem koraku reakcije LDH katalizira pretvorbo laktata v piruvat, 
pri čemer se NAD reducira v NADH/H+. Formacijo NADH lahko spremljamo preko 
spremembe v absorbanci pri 340 nm (Fotakis in Timbrell, 2006). V drugem koraku 
dehidrogenaza prenese H/H+ z NADH/H+ na INT, ki se reducira v formazan. Absorbanco 
nastalega formazana se meri pri valovni dolžini 490 nm (Aslantürk, 2018).  
4.2 METABOLNA AKTIVNOST 
4.2.1 Vsebnost ATP 
ATP test se poslužuje bioluminiscence kot indikatorja za žive celice. Uporabi se lahko za 
merjenje funkcionalne integritete živih celic, saj te nujno potrebujejo ATP za preživetje. 
Zaradi visoke občutljivosti, odsotnosti artefaktov, vsestranskosti, hitrosti in preprostosti je 
ATP test ena od rutinskih metod za preverjanje celične vitalnosti (Tahara in sod., 2017).  
 
Ker je ATP indikator metabolno aktivnih celic, je možno oceniti število viabilnih celic glede 
na količino prisotnega ATP. ATP luciferazni test celične vitalnosti predstavlja visoko 
občutljivo metodo za kvantificiranje ATP v celični kulturi. Tehnika se poslužuje sposobnosti 
luciferaze za oksidacijo D-luciferina in posledične produkcije svetlobe za določanje količine 
ATP (Lundin, 2000). 
Čič M. Celično zdravje. 




Slika 2: Reakcija pretvorbe D-luciferina z luciferazo v oksiluciferin in stranske produkte (prirejeno po Riss in 
sod., 2013) 
 
Postopek vključuje enkratni dodatek ATP detekcijske mešanice direktno v celično kulturo. 
Potrebnega ni nobenega spiranja celic, odstranjevanja gojišča ali večkratnega pipetiranja. Test 
ima širok spekter aplikacij, od določanja števila živih celic in celične proliferacije do 
citotoksičnosti različnih okoljskih dejavnikov (Tahara in sod., 2017). 
 
ATP luciferazni test celične viabilnosti je bliskovni luminiscenčni test, osnovan za detekcijo 
individualnih vzorcev ali večih vzorcev na mikrotiterski plošči s pomočjo luminometra.  
4.2.2 Test z rodaminom 
Sledilna barvila omogočajo spremljanje celičnih procesov v realnem času z osredotočanjem 
na subcelično lokalizacijo, biološko funkcionalnost in kinetične parametre. Ena od skupin 
sledilnih barvil je rodaminska družina fluronskih barvil, ki imajo več aplikacij v fluorescenčni 
mikroskopiji, pretočni citometriji, fluorescenčni spektroskopiji in ELISA testih. Najpogosteje 
uporabljena fluronska barvila so rodamin 123, rodamin B in rodamin 6G, kot tudi 
modificirani karboksitetrametilrodamin (TAMRA), tetrametilrodamin (TMR) in Texas rdeče. 
Najširše uporabljen kot inhibitor mitohondrijskih funkcij in sledilec za membranski transport 
je rodamin 123. Kot biološki sledilec ima več prednosti. Je komercialno dostopen za nizko 
ceno, ima visok kvantni donos, detekcija je neinvazivna, motenje osnovnih metabolnih 
funkcij pa je nizko (Forster in sod., 2012). 
 
Določanje natančne kvantifikacije snovi, ki se transportirajo preko bioloških membran se 
raziskuje, hkrati pa poudarja vlogo membranskih transportnih proteinov. Ta transport 
indirektno  določa metabolno stanje celice skozi nadzor snovi, ki dostopajo do intracelularnih 
metabolnih encimskih sistemov. Večinsko nalogo prenosa snovi preko membrane prevzemata 
družini transportnih proteinov, in sicer prenašalci topljencev (angl. solute carrier, SLC) in 
ATP-vezavna kaseta (angl. ATP-binding cassette, ABC). Za boljše razumevanje transportnih 
procesov se uporabljajo sledilna barvila, hkrati pa se z njimi lahko določa tudi metabolno 
stanje celice (Forster in sod., 2012). Z rodaminom 123 lahko sledimo delovanju glikoproteina 
P oziroma proteina MDR1, pomembnega membranskega prenašalca ABC družine. Kot 
alternativi rodaminu 123 se uporabljata tudi Hoechst 33342 in  kalcein-AM (Munić in sod., 
2010). 
 
Rodamin 123 je kationsko lipofilno fluorescenčno barvilo (λex/em = 505/534 nm), bolj stabilno 
od fluoresceina, neobčutljivo na pH v fizioloških pogojih in membransko permeabilno, kar se 
odraža pri hitrem vstopu v mitohondrije in žive celice. Uporablja se pri študijah odpornosti na 
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različne snovi, določanju encimske aktivnosti in mitohondrijskega transmembranskega 
potenciala, spremljanju procesov celičnega cikla in barvanju živih mikrobnih celic (Pétriz in 
Lopez, 1997).  
 
Test pretoka rodamina 123 se izvede z dodajanjem nizke koncentracije barvila (200 ng/mL) v 
gojitveni medij. Po enourni inkubaciji se celice spere in prenese v novo gojišče brez rodamina 
123. Celični pretok rodamina 123 se izmeri s spremljanjem zmanjšanja fluorescence pri 
valovni dolžini 525 nm. Prevzem in zadrževanje rodamina 123 je odvisen od potenciala 
celične in mitohondrijske membrane, zato je pred testom potrebno preveriti integriteto obeh 
(Pétriz in Lopez, 1997). 
4.2.3 NADH test 
Test Alamar modro, ki je znan tudi kot test z reduciranim resazurinom, temelji na osnovi, da 
NADH reducira resazurin, ki je moder in nefluorescenten, v resorufin, ki je rožnat in 
fluorescenten. Ta test je v primerjavi s testi ki uporabljajo MTT, XTT, LDH, Coomassie 
brilliant blue ali nevtralno rdeče bolj občutljiv in ponovljiv (Tahara in sod., 2017).  
 
Resazurinsko barvilo (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksid) se splošno uporablja kot 
indikator celične viabilnosti in v večih tipih testov proliferacije in citotoksičnosti. Redukcija 
resazurina je povezana s številom celic, poteka pa pri bakterijskih, glivnih in sesalskih 
celicah. Mitohondrijski encimi (NADPH dehidrogenaza) so odgovorni za prenos elektronov 
od NADPH + H+ do resazurina, ki se reducira v resorufin (Borra in sod., 2009).  
 
 
Slika 3: Pretvorba nefluorescentnega resazurina v fluorescentni resorufin (prirejeno po Elshikh in sod., 2016) 
 
Kvantifikacija celične viabilnosti, ki temelji na resazurinskem testu ima več prednosti kot so 
hitrost, zanesljivost, občutljivost, varnost in majhne stroške. Poleg tega, celice ostanejo 
nepoškodovane, kar omogoča paralelne analize. Nivo redukcije resazurina je lahko 
kvantificiran s spektrofotometrom z uporabo primernih filtrov. Vrh absorbance resazurina je 
pri valovni dolžini 600 nm, resorufina pa pri 570 nm (Borra in sod., 2009). 
4.3 CELIČNA PROLIFERACIJA 
4.3.1 Test inkorporacije BrdU 
Halogenirani nukleotidi, kot je pirimidinski analog bromodeoksiuridin (BrdU) se lahko 
uporabljajo za označevanje DNA v viabilnih celicah. Med procesom podvojevanja DNA 
Čič M. Celično zdravje. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
13 
 
lahko BrdU zamenja timidin in se inkorporira v novo nastalo DNA aktivno delečih celic. 
Količina vključenega BrdU odraža stopnjo celične proliferacije. To se določi z merjenjem 
intenzitete absorbance. Test celične proliferacije z BrdU je večnamenska in priročna metoda 
za kvantifikacijo celičnega razmnoževanja (Kee in sod., 2002). 
 
Pri testu celične proliferacije z BrdU se celice gojijo na gojišču, kateremu je dodan BrdU. Ta 
se vključi v de novo sintetizirano DNA kot zamenjava timidina, kar se lahko uporabi kot 
označevalec za deleče in hčerinske celice, dokler se po večkratnih delitvah ne razredči preveč. 
BrdU se detektira s specifičnimi monoklonskimi protitelesi. Za doseganje boljših rezultatov se 
doda HRP substrat, zaradi česar pride do obarvanja. Magnituda absorbance razvitega 
obarvanja je sorazmerna količini BrdU inkorporiranega v celice. Celično proliferacijo se 
lahko zazna direktno preko količine BrdU vključenega v DNA. To metodo se lahko uporablja 
za spremljanje celičnih delitev tako in vitro kot tudi in vivo (Maghni in sod., 1999). 
 
BrdU test je hitra, preprosta in zelo občutljiva metoda za ocenjevanje celičnih delitev. Z 
rezultati visoke ločljivosti, ki jih pridobimo s tem testom, lahko natančneje razumemo 
mehanizme celične delitve, hkrati pa so nam v pomoč pri identifikaciji mnogih molekulskih 
mediatorjev, ki regulirajo proliferacijo, vključno s hormoni, signalnimi spojinami in 
transkripcijskimi faktorji. Ta test je možno tudi modificirati za pridobivanje bolj usmerjenih 
rezultatov glede na namen raziskave (Wojtowicz in Kee, 2006).  
 
5-bromo-2-deoksiuridin je glavni označevalec mitotskih celic. V tkivu se ga detektira z 
uporabo specifičnih primarnih protiteles. Ta so označena s sekundarnimi protitelesi na katerih 
so fluorescentne značke. Zamenjava endogene DNA baze, timidina, z BrdU analogom 
zagotavlja specifično označevanje samo delečih celic. Ta specifičnost BrdU v kombinaciji z 
visoko občutljivostjo fluorescentne mikroskopije je eden glavnih razlogov za razširjenost 
uporabe te metode. Ena najbolj uporabnih lastnosti BrdU je dolgotrajno zadrževanje v 
proliferajočih celicah in njegov prenos v hčerinske celice. To se lahko uporabi za sledenje 
celičnim linijam in celičnega preživetja. Slabost BrdU pa je možnost, da v celicah povzroča 
mutacije, ki imajo velik vpliv na razvoj tkiv (Kee in sod., 2002). 
4.3.2 Ki67 test 
Ki67 je jedrni protein, ki se izraža v proliferajočih celicah tekom celotnega procesa mitoze. 
Podobno kot BrdU ga je možno detektirati z imunohistokemijskimi metodami, za razliko od 
BrdU pa nima nobenih škodljivih učinkov na žive celice. Ki67 je zanesljiv označevalec 
mitoze, ker se izraža tekom cele delitve, čeprav z različno jakostjo v posameznih fazah 
mitoze. Študije kažejo tudi, da se Ki67 izraža med mitozo pri vseh sesalskih vrstah (Kee in 
sod., 2002). 
 
Ki67 se močno izraža v delečih celicah, njegova sinteza pa je utišana v celicah, ki so v ciklu 
G0. Količina Ki67 mRNA naraste med fazo G1, prav tako pa med to fazo poteka tudi 
razgradnja tega proteina. Je pomemben označevalec celične proliferacije, vloge pa ima v 
regulaciji celičnega cikla, vzdrževanju heterokromatina in sestavljanju perikromosomalne 
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plasti na mitotskih kromosomih. Ki67 učinkuje na napredovanje celičnega cikla na točki p21. 
Sam Ki67 pa je reguliran s fazo celičnega cikla v kateri je celica (Wojtowicz in Kee, 2006). 
4.3.3 DAPI test 
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) je za nukleinske kisline specifičen fluorofor, ki se 
pogosto uporablja pri barvanju kromosomov zaradi visokega kvantnega donosa. To je 
parameter, ki kaže učinkovitost emisije določenega fluorofora in je enak razmerju med 
številom emitiranih fotonov in številom absorbiranih fotonov. Kvantni donos nevezanega 
DAPI je za več velikostnih razredov manjši od donosa DAPI, vezanega na DNA. Preferenčno 
se DAPI veže na AT bazne pare v malem žlebu. Dokazane so bile tudi druge oblike vezave, 
kot je zunanja vezava preko elektrostatskih interakcij s fosfatnimi skupinami na DNA in 
prepletanje med GC baznimi pari (Aschar-Sobbi in sod., 2008). 
 
Fluorescentna sonda DAPI se uporablja tudi za detekcijo poilfosfatov, pomembnih 
metabolitov in signalnih molekul, tako v prokariontskih kot tudi evkariontskih celicah. 
Nastanek kompleksa DAPI-poli-P se zaznava preko spremembe v emisijskem spektru 
fluorescence DAPI. Za tak način detekcije pa je potrebna precejšnja količina poli-P (v rangu 
µg/mL). DAPI se uporablja tudi pri fluorescentni mikroskopiji za kvalitativno barvanje poli-P 
v celicah. Kompleks DAPI-poli-P pri valovni dolžini 364 nm oddaja tipično rumeno-zeleno 
fluorescenco pri organizmih, ki so zmožni akumulacije poli-P ali v organelih, bogatih s poli-
P. Pomembna je uporaba primerne valovne dolžine, saj pri 360 nm pride do prekrivanja 
emisijskih spektrov DAPI vezanega na poli-P in DAPI vezanega na DNA (Aschar-Sobbi in 
sod., 2008). 
 
DAPI se lahko uporabi pri izolaciji mitohondrijske DNA. Opazovano je bilo, da se 
fluorescenca barvila ojača ob vezavi na DNA, še posebno na sekvencah bogatih z AT baznimi 
pari, kot je mitohondrijska DNA. DAPI se uporablja tudi pri barvanju kvasovk, kar je 
pokazalo, da je fluorescenca občutljiva na DNAze, ne pa tudi na RNAze. DAPI je torej DNA-
specifično fluorescenčno barvilo. DAPI je priročno barvilo pri fluorescenčni mikroskopiji 
bakterijskih in sesalskih celic (Kapuscinski, 1995). 
 
Uporaba DAPI (Kapuscinski, 1995):  
 
• Pretočna citometrija: Najpogostejša uporaba DAPI je pri pretočni citometriji za 
kvantitativne DNA teste. 
• Kvantitativno merjenje DNA vsebnosti v celicah: Najpogostejša uporaba DAPI je pri 
pretočni citometriji za kvantitativne DNA teste. DAPI je bazno specifično barvilo, 
katerega fluorescenca ni odvisna le od količine DNA v celici, temveč tudi od deleža 
AT baznih parov. Količina DAPI, ki se veže v celici je odvisna od stopnje 
kondenzacije kromatina, na to pa vpliva način celične predpriprave. Na primer, 
odstranitev histonov skoraj dvakratno poveča količino DAPI, ki se veže na DNA. 
• Barvanje kromosomov 
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• DNA vizualizacija in kvantifikacija 
• Tehnike barvanja DAPI in protiteles: Kombinacija DAPI in fluorescenčno označenih 
protiteles je dobro citokemijsko orodje za sočasno vizualizacijo DNA in proteinov v 
celici. Z uporabo te tehnike je moč identificirati DNA, tubulin, mikrotubule in 
mikrofilamente. Opazuje se lahko tudi produkcijo interferonov v zvezi s fazo 
celičnega cikla. 
• In situ hibridizacija 
• Fluorescenčni testi DNA v raztopini: Ojačanje fluorescence DAPI ob vezavi na DNA 
je osnova za preprost in hiter DNA mikrotest ob prisotnosti RNA, proteinov in 
celičnih homogenatov. Občutljivost te metode je 0,5 ng DNA/mL. Aplikacija DAPI je 
omejena ob prisotnosti RNA, saj z njo tvori nefluorescenčen kompleks.   
• Vizualizacija DNA v elektroforeznih gelih 
4.3.4 CFSE test 
Karboskifluorescein sukcinimidil ester (CFSE) je označevalec celične proliferacije. Je 
neradioaktiven, v celice se vgradi stabilno in enakomerno, detektira pa se ga preprosto s 
pretočno citometrijo. Zaradi teh lastnosti je CFSE barvanje postalo eden glavnih označevalcev 
uporabljenih v raziskavah. Razvoj CFSE citometričnih testov v kombinaciji z uporabo 
fluorescenčno aktiviranih celičnih sorterjev (angl. fluorescence activated cell sorter, FACS) je 
omogočil hitro in učinkovito spremljanje poglavitnih lastnosti populacij celic (Banks in sod., 
2011).  
 
CFSE je v celice uveden kot membransko permeabilen karboksifluorescein diacetat 
sukcinimidil ester (CFDA-SE). Ko se ta prenese preko celične membrane, encimske reakcije 
celičnih esteraz odstranijo acetatne skupine, nastane pa zelo fluorescenčen membransko 
nepermeabilen CFSE. V primernih koncentracijah in ob nevtralnem pH nima inkorporacija 
CFSE nobenih škodljivih učinkov na celično funkcionalnost. Ko se celice, označene s CFSE, 
delijo, se med hčerinskimi celicami enakomerno deli tudi fluorescenčni CFSE in tako se 
intenziteta fluorescence prepolovi. Tako se lahko preprosto sledi številu delitev celic. 
Navadno lahko s CFSE sledimo do osmim celičnim delitvam, preden se intenziteta 
fluorescence CFSE zniža nazaj na nivo avtofluorescence neobarvanih celic (Banks in sod., 
2011). 
 
Pri CFSE testu so celice označene s CFSE v povezavi z drugimi protitelesi na različnih 
predelih celične površine ali z intracelularnimi označevalci. Označene celice se spusti skozi 
pretočni citometer in FACS, računalnik pa zbere podatke kjer so zabeležene intenzitete CFSE 
fluorescenc in označevalskih protiteles za vsako celico.  Tako se lahko prešteje število 
deljenih celic, fenotipi teh celic pa so lahko identificirani in okarakterizirani preko 
intracelularnih označevalcev in celičnega površja. CFSE intenziteto se lahko kvantificira, s 
histogramom pa lahko ustvarimo profile celičnih delitev. CFSE test ima več prednosti pred 
tradicionalnim testom vključitve 3H-timidina. Z njim pridobimo informacije o fenotipu celic, 
potrebnega je manj dela, izvedba pa je varnejša, saj ni vpletenih nobenih radioaktivnih 
materialov (Liu in sod., 2006). 
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4.4 OKSIDATIVNI STRES 
4.4.1 Izoprostani 
Izoprostani (IsoPs) so družina stabilnih, prostaglandinu podobnih spojin, ustvarjenih s 
peroksidacijo arahidonske kisline, polinenasičene maščobne kisline prisotne v fosfolipidnem 
sloju celične membrane. Proizvodnja IsoPs je neodvisna od ciklooksigenaznega encima, ki 
katalizira tvorbo prostaglandina iz arahidonske kisline. Viri prostih radikalov, potrebnih za 
formacijo izoprostanov vključujejo mitohondrijsko elektronsko transportno verigo 
(superoksid in hidroksilni radikal), P450 encime, lipoksigenazo (hidroperoksilni radikal) in 
formacijo prostih radikalov katalizirano s prehodnimi kovinami. Izoprostani se nato sprostijo 
iz celične membrane s pomočjo fosfolipaz, njihova kvantifikacija pa je možna z analizo 
vzorcev različnih tkiv, krvi ali urina. F2 izoprostani, ki vsebujejo prostanske obroče tipa F, so 
najbolj stabilni v izoprostanski družini in imajo največ potenciala za vlogo biooznačevalca 
(Morrow, 2004). 
 
Izoprostane lahko detektiramo z uporabo plinske kromatografije-masne spektrometrije, 
HPLC-masne spektrometrije, ELISA in radioimunskih testov vzorcev plazme in urina. Razviti 
so tudi komercialni imunološki testi, ki so cenovno ugodni in preprosti za uporabo, vendar 
imajo spremenljivo uspešnost in rezultati pogosto nimajo korelacije z masno 
spektrometričnimi tehnikami, ki veljajo za standard kvantifikacije izoprostanov (Musiek in 
sod., 2005). 
4.4.2 Malondialdehid 
Malondialdehid (MDA) je in vivo ustvarjen preko peroksidacije polinenasičenih maščobnih 
kislin. Lahko interagira s proteini in je sam po sebi potencialno aterogen (Meagher in 
Fitzgerald, 2000).  
 
Malondialdehid je tipično kvantificiran iz vzorcev plazme, najbolj razširjena metoda detekcije 
pa je kolorimetrični test, ki temelji na reakciji MDA in tiobarbiturinsko kislino (TBA). 
Čeprav je ta metoda primerna za visokozmogljivo analizo, pa obstaja pomanjkanje 
specifičnosti testa za malondialdehid, ker s TBA reagirajo tudi drugi aldehidi in proizvajajo 
spojine, ki absorbirajo v istem razponu kot MDA. Dostopnih je tudi več komercialnih 
kompletov ELISA za detekcijo MDA. Ti testi na osnovi protiteles so navadno validirani z 
meritvami MDA na HPLC in kažejo visoko uspešnost in izboljšano specifičnost (Meagher in 
Fitzgerald, 2000). 
4.4.3 Nitrotirozin 
Pri nitraciji tirozina se tvorijo reaktivne dušikove zvrsti, kot sta peroksinitrit in dušikov 
dioksid, kar rezultira v dodajanju nitro funkcionalne skupine na dovzetne tirozinske ostanke 
proteina. Meritve tirozinske nitracije se uporabljajo kot indikatorji oksidativnega stresa. Prosti 
nitrotirozin (3-NO2-Tyr) predstavlja fluktuacijo nitriranih proteinov, moč pa ga je izmeriti z 
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masno spektrometrijo v kombinaciji s plinsko kromatografijo ali HPLC. Za vzpostavitev 
normalnega bazalnega ranga prostega nitrotirozina v zdravih celicah so potrebne še nadaljnje 
raziskave (Gaut in sod., 2002). 
 
Druge metode za kvantifikacijo proteinske nitracije so imunocitokemijski in 
imunohistokemijski testi, ki temeljijo na monoklonskih ali poliklonskih anti-nitrotirozinskih 
protitelesih. Obstajajo tudi protitelesa proti specifičnim nitrotirozinom. Trenutne metode za 
detekcijo tirozina so dokaj drage in nepraktične za analizo z visokozmogljivimi metodami s 
povečanim obsegom. Pred uporabo nitrotirozinov kot biooznačevalcev oksidativnega stresa v 
namene diagnosticiranja kardiovaskularnih bolezni je potrebno še več raziskav (Xu in sod., 
2006). 
4.4.4 S-glutationilacija 
S-glutationilacija je formacija disulfidnega mostička med reaktivnim ostankom cisteina in 
celičnim tripeptidnim glutationom. Je stabilna a reverzibilna reakcija. Ta oksidativna 
modifikacija lahko učinkuje na terciarno strukturo proteina in njegovo funkcijo podobno kot 
fosforilacija (Johansson in Lundberg, 2007). 
 
Meritve glutationiliranih proteinov so pogosto podvržene nastanku metodoloških artefaktov, 
zato je potrebno pazljivo ravnanje in priprava vzorcev. S-glutationilacija dovzetnih proteinov 
se navadno meri s tehnikami nizke ločljivosti kot je western prenos pod ne-reducirajočimi 
pogoji. Bolj učinkoviti pristopi so uporaba masne spektrometrije ali ELISA testov z 
monoklonskimi anti-glutation protitelesi (Johansson in Lundberg, 2007). 
4.4.5 Mieloperoksidaza 
Mieloperoksidaza (MPO) je encim, ki ga je moč najti v granulah vnetnih celic kot so 
aktivirani nevtrofilci, makrofagi in monociti. MPO igra glavno vlogo pri tvorbi velikega 
spektra ROS s katalizacijo pretvorbe vodikovega peroksida v hidroksilni radikal, peroksinitrit, 
hipoklorovo kislino in dušikov dioksid. Ti ROS lahko nato modificirajo lipide, lipoproteine in 
proteine (Shih in sod., 2008). 
 
Funkcionalnost MPO se lahko meri preko testov peroksidazne aktivnosti kot je tvorba 
produktov oksidacije guaiacola, ki jo lahko izmerimo spektrofotometrično. Za določanje 
razmerja mase in koncentracije MPO se lahko uporabljajo tudi komercialni ELISA testi (Shih 
in sod., 2008). 
4.4.6 Oksidativne poškodbe DNA  
8-okso-7,8-dihidrogvanin je oksidirana oblika gvanina. Povzroča neusklajeno parjenje baz v 
DNA; 8-okso-7,8-dihidrogvanin se veže z adeninom kar posledično vodi v transverzijo med 
bazami: G v T in C v A. Razširjenost uporabe 8-okso-7,8-dihidrogvanina kot indikatorja 
oksidacije DNA je najverjetneje pripisana preprostosti s katero ga je moč meriti. Vendar pa 
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ocene nivojev 8-okso-7,8-dihidrogvanina v ozadju normalnih (zdravih) celic lahko variirajo 
tudi za 3 velikostne razrede, odvisno od uporabljene metode merjenja (Collins, 2005). 
 
Običajno se pri uporabi plinske kromatografije v kombinaciji z masno spektrometrijo (GC-
MS) zazna velike količine 8-okso-7,8-dihidrogvanina, stotine ostankov na vsakih 106 
gvaninov. HPLC z elektrokemijsko detekcijo (ECD) zazna nižje vrednosti, od 5 do 50 
ostankov na vsakih 106 gvaninov. Nekromatografski pristop, ki se poslužuje bakterijskega 
popravljalnega encima formamidopirimidin-DNA glikozilaze (FPG) za razrez DNA na mestih 
8-okso-7,8-dihidrogvanina in nekaterih drugih oksidiranih oblik purinov in merjenja s komet 
testom, bazično elucijo ali bazičnim razvitjem, vodi do zaznave okoli 0,5 ostanka na vsakih 
106 gvaninov. Kromatografske metode so nagnjene k oksidaciji gvanina med izolacijo in 
hidrolizo DNA, v prizadevanju za kontroliranje artefakta pa se uporabljajo antioksidanti in 
kelatorji (Collins, 2005). 
5 ZAKLJUČEK  
Obstaja velik nabor testov za preverjanje celičnega zdravja. Za odločitev, kateri je 
najprimernejši za določene raziskave je pomembnih več vidikov. Glede na parameter, ki ga 
želimo spremljati, se je potrebno odločiti katere informacije o stanju celic potrebujemo. Pri 
preverjanju viabilnosti je bolje vnaprej določiti, ali želimo detektirati žive ali mrtve celice. 
Spremenjeni kemijski ali fizikalni parametri, katerih vpliv na celice preučujemo, lahko 
vplivajo na funkcionalnost celic na različne načine. S poznavanjem mehanizmov delovanja 
preiskovanih spremenljivk se je lažje odločiti kateri test celične vitalnosti je najprimernejši. 
Vedeti moramo torej, kaj želimo meriti. 
 
Pomembno je tudi poznavanje lastnosti organizma oziroma celične linije s katero delamo. 
Določeni testi so primerni za živalske celične kulture, drugi za bakterije in kvasovke, nekateri 
pa za oboje.  
 
Med tekom samih raziskav je pomembno vedeti, kdaj je primeren čas za določanje 
posameznega parametra. Teste viabilnosti je priporočljivo opravljati redno, saj je tako manj 
možnosti, da opazimo neuspešnost izvedbe eksperimenta šele na koncu. Sprotno spremljanje 
omogoča tudi hitrejše ukrepanje. Za izvajanje testov vitalnosti je pomembno v kateri fazi rasti 
so celice, ki jih preučujemo. Dobljeni rezultati so namreč različni pri celicah v fazi 
eksponentne rasti kot pri celicah v stacionarni fazi ali v fazi odmiranja. 
  
Nekatere teste je primerno izvajati tekom celotnega gojenja, da vidimo ali kdaj pride do 
odstopanja od trenda. Zbiranje podatkov z različnih časovnih točk omogoča boljši pregled nad 
potekom gojitve celic in spremembami, ki se lahko dogajajo.  
 
Za primeren test se lahko odločimo tudi na podlagi števila vzorcev, ki jih želimo testirati. 
Nekatere metode so bolj primerne za večjo količino vzorcev, saj pri njih ne potrebujemo 
velikega števila celic za analizo. Na količino analiziranih vzorcev vpliva tudi lastnost 
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reagentov posameznih testov. Nekateri celic ne poškodujejo, zato se te lahko uporabi še za 
druga testiranja. Obstajajo metode, s katerimi lahko na istem vzorcu opravimo več testov 
hkrati. Pri tem moramo biti previdni, da reagenti posameznih testov ne reagirajo med seboj. 
Izbor testa je odvisen tudi od občutljivosti metode. Pri nekaterih je potrebna le majhna 
koncentracija produkta, ki ga določamo, pri drugih pa je ta koncentracija večja. Zato za 
nekatere analize potrebujemo večje število celic ali pa bolj občutljive metode. 
  
Velik faktor za izbor testa je potrebna laboratorijska oprema. Za izvedbo nekaterih metod je 
potrebna bolj prefinjena in dražja oprema, ki je nimajo vsi laboratoriji. V takih primerih je 
potrebno izbrati test, za katerega izvedbo je možno uporabiti preprostejše pristope. 
 
Za redno uporabo testov v laboratorijih morajo ti biti ponovljivi in zanesljivi. Bolje je če so 
hitri in bolj občutljivi. Velik faktor izbora testa pa so seveda tudi stroški izvedbe. 
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